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ипоксигеназы (LOX) – ферменты перекисного окисления липидов – вовлечены в патогенез воспа-
лительных и гиперпролиферативных реакций организма. Несмотря на то, что первая липокси-
геназа растительного происхождения (LOX1 сои) была обнаружена более 60 лет назад, 
структурная биология этой группы ферментов не изучалась вплоть до середины 1990-ых 
годов. Данный обзор посвящен новейшим аспектам в области изучения молекулярной энзимологии 
липоксигеназ и обобщает существующие в настоящее время представления о структурных основах 
катализа с их участием. В обзоре рассмотрены различные гипотезы, объясняющие реакционную 
специфичность LOX, а также подведен промежуточный итог в области знания об эволюционном 
развитии этого класса ферментов в различных организмах. Несмотря на то, что биологическая роль 
LOX в низших организмах далеко не ясна, наличие в их ДНК последовательности LOX позволяет 
предположить, что семейство этих ферментов могло возникнуть сразу после появления 
атмосферного кислорода на Земле. 
Ключевые слова: липоксигеназа, структура, катализ, полиненасыщенные жирные кислоты, 
окисление. 
1. Введение 
Липоксигеназы (LOX) – ферменты перекис-
ного окисления липидов – являются диокси-
геназами, содержащими негемовое железо [1–3]. 
Они катализируют стереоспецифическое пер-
оксидирование полиненасыщенных жирных 
кислот (ПНЖК), содержащих по крайней мере 
одно 1Z,4Z-пентадиеновое звено. Процесс окис-
ления жирных кислот при участии LOX обычно 
включает четыре стадии: отщепление водорода, 
радикальную перегруппировку, введение кисло-
рода и восстановление перокси-радикала, про-
текающие со строго контролируемой стерео-
химией (cхема). Отщепление водорода является 
лимитирующей стадией [4], контролируемой 
законами квантовой механики [5]. Перенос во-
дорода сопровождается переносом электрона и 
протона, при этом электрон не локализуется на 
протоне, а переносится непосредственно от 
субстрата к Fe
3+
 [6, 7]. В переходном состоянии 
соединенный ковалентной связью мостик  
Fe–(OH)–C понижает энергетический барьер 
реакции и обеспечивает наиболее эффективный 
путь для ее протекания [6]. 
Хотя некоторые из изоформ LOX и способ-
ны окислять полиненасыщенные жирные кис-
лоты в составе липидов, расположенных в био-
мембранах и липопротеинах [8–10], для боль-
шинства LOX cубстратами являются исключи-
тельно свободные жирные кислоты, что предус-
матривает необходимость их высвобождения из 
состава липидов при помощи ферментов, гидро-
лизующих сложные эфиры [11]. Общепринятая 
номенклатура классифицирует LOX млекопи-
тающих по их позиционной специфичности (по-
ложению введения кислорода в молекулу арахи-
доновой кислоты) как 5-LOX, 8-LOX, 11-LOX, 
12-LOX или 15-LOX, а также на основе конфи-
гурации асимметрического гидроксильного 
центра в образовавшемся продукте как S- или R-
LOX. Подобная классификация не идеальна по 
ряду причин: арахидоновая кислота не является 
оптимальным субстратом для большинства 
LOX не млекопитающих; ПНЖК состава С18 с 
меньшей степенью ненасыщенности, такие как 
линолевая и линоленовая кислоты, также явля-
ются субстратами этих ферментов, по отно-
шению к которым реакционная специфичность 
LOX может сильно различаться. В отличие от 
LOX с низкой степенью филогенетического 
родства, даже эволюционно-родственные изо-
формы LOX могут проявлять различные фер-
ментативные свойства. Возрастающее число об-
наруженных геномных последовательностей, 
кодирующих LOX, а также попытки предска-
зать специфику окисления арахидоновой кис-
лоты исключительно на основе первичной 
структуры белка приводит к запутанной ситу-
ации, вследствие чего большинство изоформ 
LOX не могут быть классифицированы в соот-
ветствии с номенклатурой, основанной на пози-
ционной специфичности фермента. Напротив, 
классификация, в основе которой лежит фило-
генетическая связь различных групп LOX, 
является наиболее подходящей. К сожалению, 
до настоящего времени не было предложено ни 
Л 
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одной простой и объединяющей номенклатуры 
LOX, которая бы учитывала вышеупомянутые 
проблемы. 
Другой проблемой, которая выделяет иссле-
дования LOX в молекулярной энзимологии, 
является наличие нескольких изоформ в пре-
делах одного вида, а также функциональная 
гетерогенность этих изоферментов. Так, в сое 
было идентифицировано 13 различных изоформ 
LOX; геном риса содержит более чем 20 генов 
различных LOX. Человеческий геном включает 
6 функциональных генов LOX, тогда как геном 
мыши – 7 (ген 12S-LOX эпидермиса мыши 
является не функциональным по сравнению с 




Схема. Механизм окисления ПНЖК, катализируемого LOX:  
1) стереоселективное отщепление водорода сопровождается восстановлением каталитически 
активной Fe3+–ОН-формы фермента в каталитически не активную Fe2+–LOX;  
2) радикальная перегруппировка, при которой электрон жирнокислотного радикала смещается  
либо в [+2], либо [-2] положение по отношению к карбоксильной группе субстрата;  
3) антароповерхностное присоединение кислорода; 4) восстановление перокси-радикала  
посредством переноса электрона от Fe2+–LOX с образованием окисленной формы фермента. 
 
Таким образом, основным тематическим ак-
центом настоящего обзора является обсужде-
ние новых структурных и эволюционных ас-
пектов в области изучения липоксигеназ. Про-
чие аспекты из биологии и патофизиологии 
LOX – роль в процессах канцерогенеза [12, 13], 
патологии сосудистых заболеваний [14, 15] и 
воспалительных реакциях организма [16, 17] – 
обсуждались в опубликованных ранее обзорах. 
 
2. Структурные основы катализа LOX 
2.1. Липоксигеназы млекопитающих пред-
ставляют собой единую полипептидную 
цепь, которая организована в виде двухдомен-
ной структуры; в низших организмах встре-
чаются гибридные белки. На основании ана-
лиза структур ряда LOX растительного и жи-
вотного происхождения и их комплексов с 
лигандом в кристалле (таблица), можно заклю-
чить, что большинство изоформ LOX состоят из 
одной полипептидной цепи, которая организо-
вана в виде двухдоменной структуры: малого N-
терминального -складчатого домена и боль-
шого -спирального каталитического домена 
(рис. 1).  
12/15-LOX кролика имеет форму цилиндра 
высотой 10 нм с эллиптическим основанием 
(большой радиус 3.05 нм, малый радиус 2.25 нм). 
8R-LOX кораллов, которая по своей структуре 
довольно близка к ферменту кролика, напоми-
нает цилиндр с радиусом основания 3 нм и 
высотой 10 нм [35], тогда как 11R-LOX корал-
лов [40], несмотря на общее структурное сход-
ство, отличается в организации внешних -спи-
ралей каталитического домена. В то же время 
растительная LOX1 сои имеет форму эллипсо-
ида (9×6.5×6 нм) [24]. 
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Структурные данные LOX, опубликованные в банке данных белков (PDB)  








Мутантные формы LOX1 
сои: 
    
[18–20] 
LOX1 соевых бобов лиганд отсутствует 2.60 2SBL [21] 
 лиганд отсутствует 1.40 1YGE [22] 
 уточнение 1YGE 1.40 1F8N [19] 
LOX3 соевых бобов лиганд отсутствует 2.60 1LNH [23] 
 при температуре окружающей 
среды 
2.0 1RRH [24] 
 при 93 К 2.0 1RRL [24] 
VLX-B соевых бобов  2.4 2IUJ [25] 
VLX-D соевых бобов  2.4 2IUK [25] 
LOX3 соевых бобов лиганд: 4-гидроперокси- 
2-метоксифенол 
2.2 1HU9 [26] 
 лиганд: 13(S)-HрODE* 2.0 1IK3 [27] 
 лиганд: протокатехуровая 
кислота 
2.1 1N8Q [28] 
 лиганд: эпигаллокатехин галлат 2.1 1JNQ [29] 
 лиганд: 4-нитрокатехол 2.15 1NO3 [30] 
   (1BYT) [31] 
12/15-LOX кролика лиганд: ингибитор RS7 2.40 1LOX [32] 
 повторный анализ структуры 
1LOX, димер с ингибитором RS7 
2.40 2P0M [33] 
15-LOX-2 человека лиганд: 3,6,9,12-тетраокса-
эйкозанол-1 
2.63 4NRE [34] 
8R-LOX кораллов  3.2 2FNQ [35] 
  1.85 3FG1 [36] 
8R-LOX-fusion protein 
Plexaura homomalla 
 3.5 3DY5 [37] 
12-LOX тромбоцитов 
человека 
неполная структура 2.6 3D3L [38] 
5-LOX человека модифицированная структура 2.4 3O8Y [39] 
11R-LOX 
Gersemia fruticosa 
 2.7 3VF1 [40] 
12-LOX лейкоцитов 
свиньи 
катал. домен; лиганд: ингибитор 
4-(2-оксапентадека-4-ин)фенил-
пропионовая кислота 
1.9 3RDE [41] 
 
* 13(S)-гидроперокси-(9Z,12Z)-октадекадиеновая кислота 
В низших организмах LOX встречаются в 
виде гибридных белков, в которых липокси-
геназный домен связан с другим каталитичес-
ким доменом, играющим роль во вторичном 
метаболизме гидропероксидов жирных кислот. 
Первый гибридный белок LOX был обнаружен 
в кораллах Plexaura homomalla [42]. В нем 
LOX-домен связан с гемсодержащим доменом 
пероксидазы, метаболизирующей пероксиды 
жирных кислот в аллен-оксиды с последующим 
образованием эйкозаноидов циклопентеноно-
вого ряда. Гибрид этого белка был клонирован, 
и обе единицы гибрида были выделены и оха-
рактеризованы индивидуально [43, 44]. Также 
были идентифицированы их кристаллические 
структуры [35, 36, 45]. Хотя степень сохранения 
аминокислотной последовательности (АКП) 
LOX-домена этого гибридного белка по отно-
шению к АКП 12/15-LOX кролика была доста-
точно низка (30%), трехмерные структуры двух 
изоформ LOX довольно схожи друг с другом. 
Структура низкого разрешения гибридного бел-
ка указывала на то, что домен алленоксид-син-
тазы нековалентно связан с субдоменом LOX, в 
то время как предполагаемые сайты связывания 
ионов кальция и остатки Trp, участвующие во 
взаимодействии с липидными мембранами, 
экспонированы на поверхности фермента [37]. 
При этом мембранное связывание гибридного 
белка приводит к изменениям пространствен-
ной ориентации субдоменов по отношению 
друг к другу и, как следствие, появлению но-
вого сайта протеолитического расщепления 
[37]. Другой гибридный белок LOX, облада-
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ющий 84%-ой идентичностью последователь-
ности с АКП LOX Plexaura homomalla, был обна-
ружен в коралле Gersemia fruticosa [46], что 
предполагает наличие этих ферментов в окто-
кораллах. Кроме того, гибриды алленоксид-син-
тазы и LOX были обнаружены в цианобак-
териях Anabaena PCC 7120 и Acaryochloris-
marina [47, 48]. В отличие от ферментов ко-
раллов, в которых гибриды содержат завер-
шенные последовательности липоксигеназ, в 
изоформах цианобактерий отсутствует N-терми-
нальный домен. При этом усеченный катали-
тический домен LOX сохраняет свою каталити-
ческую активность.  
Хотя биологическая роль гибридных белков 
не ясна, они участвуют в биосинтезе сигналь-
ных молекул липидной природы [42, 49]. Во 
всех гибридных белках домены LOX связаны с 
С-концевым остатком нелипоксигеназной еди-
ницы. Таким образом, С-терминальная амино-
кислота, которая представляет собой один из 
пяти непосредственных лигандов железа, оста-
ется свободной. Этот факт имеет функциональ-
ное значение, так как ранее проведенные иссле-
дования мутагенеза показали, что усечение 
молекулы LOX по С-концу приводит к нару-
шениям свойств этих ферментов. 
 
2.2. Малый N-терминальный домен LOX 
является важным структурным элементом, 
отвечающим за мембранное связывание и ка-
талитическую активность. N-Терминальный 
(β-складчатый) домен всех LOX, для которых 
получены кристаллические структуры, состоит, 
в основном, из антипараллельных β-складок, что 
напоминает структуру С2-домена липазы под-
желудочной железы [50]. У LOX1 сои β-склад-
чатый домен включает первые 146 остатков 
АКП белка. В случае 12/15-LOX кролика и 8R-
LOX кораллов β-складчатые домены образо-
ваны первыми 110 и 114 аминокислотными 
остатками, соответственно. N- и C-концевые 
домены ковалентно связаны неупорядоченным 
олигопептидом. Хотя β-складчатые домены 
изоформ LOX сои существенно больше по 
размеру, чем таковые у ферментов млекопита-
ющих, их общие структуры обладают высокой 
степенью схожести (рис. 1). N-Терминальный 
домен 12/15-LOX кролика образует с С-конце-
вым доменом поверхностный контакт общей 
площадью 1600 Å
2
 [32]. У LOX1 сои эта поверх-
ность существенно больше по размерам (2600 
Å
2
), что предполагает наличие более сильного 
междоменного взаимодействия в случае расти-
тельных ферментов. 
Высокая степень консервативности двухдо-
менной структуры липоксигеназ свидетельст-
вует о функциональной роли N-терминального 
β-складчатого домена. Ограниченный протео-
лиз LOX1 сои приводит к образованию усечен-
ного варианта LOX, в котором отсутствует N-
терминальная часть [51]. Эта «мини-LOX» ката-
литически активна, при этом обладает пони-
женным сродством к линолевой кислоте (КМ 
~24.2 мкМ для «мини-LOX» против 11.2 мкМ 
для нативной LOX) и проявляет более высокую 
активность (Vmax 363 с
-1
 для «мини-LOX» про-
тив 55 с
-1 
для нативного фермента). Эти данные 
говорят о том, что общая каталитическая эф-
фективность «мини-LOX» (kcat/KM) повышается 
в результате протеолиза. Более того, усечение 
N-терминальной части приводит к структурным 
изменениям в области субстрат-связывающей 
полости, так как в отличие от нативного фер-
мента негемовое железо «мини-LOX» может 
быть обратимо удалено из активного центра 
[52]. К сожалению, для «мини-LOX» данные о 
кристаллической структуре отсутствуют, что 
делает анализ структурных изменений, вызван-
ных усечением N-терминальной части, невоз-
можным. Усечение N-терминального β-склад-
чатого домена 12/15-LOX кролика генно-инже-
нерными методами [53], напротив, приводит к 
понижению каталитической эффективности 
(1.43 против 0.14 мкМ/с). Интересно, что усе-
ченный мутант подвергается более быстрой 
самоинактивации в процессе окисления арахи-
доновой кислоты. Эти данные свидетельствуют 
о том, что N-терминальный -складчатый домен 
может играть роль в регулировании катали-
тической функции фермента [54]. 
Благодаря структурной схожести с β-склад-
чатым доменом липазы человека [32, 55], N-
терминальный домен LOX растений и млеко-
питающих также участвует в процессах ассоци-
ации LOX с липидными мембранами [56, 57]. 
Действительно, как направленный мутагенез 
поверхностных остатков триптофана N-терми-
нального домена 8R-LOX коралла и 5-LOX [35, 
58], так и усечение β-складчатого домена 12/15-
LOX кролика понижает способность связыва-
ния этих белков с биологическими мембранами. 
При этом изолированный каталитический до-
мен 12/15-LOX кролика сохраняет способность 
вступать в мембранное взаимодействие, хотя и 
в меньшей степени. Исследования в области 
направленного мутагенеза показали, что в этом 
процессе могут участвовать остатки гидрофоб-
ных аминокислот обоих доменов, расположен-
ные на поверхности молекулы белка [53, 59]. 
Протеолитическое отщепление N-терминально-
го β-складчатого домена LOX1 сои, напротив, 
повышает способность фермента к мембранной 
ассоциации [51]. 
Для достижения наивысшей каталитической 
активности 5-LOX человека необходимо при-
сутствие ионов Ca2+ [60, 61]. Хотя в при-
сутствии Ca
2+
 способность 12/15-LOX кролика к 
мембранному связыванию повышается [59, 62],
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анализ поверхности -складчатого домена фер-
мента кролика не выявил наличия определен-
ных структурных элементов, способных всту-
пать во взаимодействие с ионами Ca
2+
. Напро-
тив, β-складчатый домен 8R-LOX кораллов 
содержит остатки Asp39 и Asp45, а также 
Asp19, Asn44 и Glu47. Эти аминокислотные 
остатки, находящиеся на поверхности белка, 
аналогичны соответствующим аминокислотным 
остаткам 5-LOX человека, которые при взаимо-
действии с ионами Ca
2+
 способствуют проник-
новению остатков Trp41 и Trp77 в фосфоли-
пидный слой биомембран [35]. Так как боковые 
цепи аминокислотных остатков, участвующих 
во взаимодействии с кальцием, и остатков трип-
тофана находятся на одной стороне от пред-
полагаемого входа в субстрат-связывающий 
карман, они, по-видимому, изменяют конфор-
мацию каталитического домена для облегчения 
проникновения жирных кислот мембранной 
фазы в активный центр фермента. 
 
2.3. С-Терминальный домен LOX содер-
жит субстрат-связывающий карман и ката-
литически активное негемовое железо. Ката-
литический домен всех известных на сегодняш-
ний день изоформ LOX состоит, главным  
образом, из -спиралей и содержит негемовое 
железо. Девятая спираль LOX1 сои длиной в 65 
Å (аминокислотные остатки (а.о.) 473–518) яв-
ляется центральным структурным элементом 
каталитического домена [22]. Остальные из 
наиболее длинных спиралей расположены по 
отношению к ней как параллельно, так и анти-
параллельно, образуя тем самым ядро домена в 
виде мультиспирального пучка. В С-домене 
также представлены две антипараллельные β-
складки [36]. В 12/15-LOX кролика каталити-
ческий домен (а.о. 114–663) состоит из 21-ой 
спирали и малого β-складчатого субдомена [32]. 
Каталитический домен фермента кораллов (а.о. 
115–694) содержит 23 спирали. В этом фермен-
те вторая спираль разбита на две части и распо-
ложена под углом к тройной антипараллельной 
β-складке [36]. 
Каталитически активное негемовое железо 
всех LOX-изоформ координируется в форме 
октаэдрической сферы пятью аминокислотными 
остатками. Шестым координационным лиган-
дом служит ОН
–
-анион. В случае LOX1 сои и 
8R-LOX коралла лигандами железа являются 
три остатка His, один Asn и C-терминальный 
Ile. В кристаллической структуре Asn отдален 
приблизительно на 3 Å от иона железа и, таким 
образом, его роль в образовании координаци-
онного кластера довольно слаба. Несмотря на 
это, анализ рентгеновских координат [19] ука-
зывает на наличие обширной сети водородных 
связей между Asn и экваториальным лигандом 
His499 посредством двух аминокислотных 
остатков вторичной координационной сферы 
железа – Gln495 и Gln697 [63]. В 12/15-LOX 
кролика железо скоординировано при помощи 
четырех остатков His и С-терминального Ile 
[64]. Один из остатков первичной координа-
ционной сферы His (His545) соответствует Asn, 
который является лигандом железа в LOX1 сои. 
Что касается липоксигеназ растений, их коорди-
национные силы стабилизированы при помощи 
сети водородных связей при участии лигандов 
вторичной сферы: Glu357 (соответствует 
Gln495 LOX1 сои) и Gln548 (соответствует 
Gln697 LOX1 сои) [32]. Исходя из кристалли-
ческих структур липоксигеназ млекопитающих, 
известных на сегодняшний день, можно заклю-
чить, что ионное окружение железа 12-LOX 
лейкоцитарного типа [41] наиболее приближено 
к шестикоординатной геометрии октаэдра по 
сравнению с 5-LOX человека [39] и 12/15-LOX 
кролика [43], что, в свою очередь, свидетель-
ствует о более стабильной структуре кластера 
железа. 
 
2.4. Междоменная подвижность как ис-
точник структурной гибкости LOX. Анализ 
рентгеноструктурных координат LOX1 сои 
предполагает, что двухдоменная организация 
белка является весьма устойчивой. Сравни-
тельно большая поверхность междоменного 
контакта (2600 Å
2
) [22] предполагает сильное 
нековалентное взаимодействие между домена-
ми, что ограничивает подвижность N-терми-
нального β-складчатого домена по отношению к 
каталитической субъединице. Таким образом, β-
складчатый домен может незначительно пере-
мещаться вдоль поверхности контакта с катали-
тическим доменом, однако его движение пер-
пендикулярно плоскости поверхности малове-
роятно [65]. Это предположение подтвержда-
ется данными, полученными с помощью мало-
углового рассеивания рентгеновских лучей 
(SAXS) – метода, который позволяет характе-
ризовать структуры белков в растворе. Сопо-
ставление структур LOX1 сои в растворе и в 
кристалле показывает, что N-терминальный β-
складчатый домен находится вблизи катали-
тической субъединицы [65]. 
12/15-LOX кролика, напротив, обладает вы-
сокой степенью структурной подвижности [66], 
так как имеет меньшую поверхность меж-
доменного контакта по сравнению с LOX1 сои 
(1600 Å
2
). Сравнение структуры 12/15-LOX кро-
лика в растворе в отсутствие лиганда (данные 
SAXS, концентрация белка < 1 мг/мл) со струк-
турой в кристалле показало почти идеальное 
соответствие в области каталитического домена 
[67]. В то же время в области N-терминального 
β-складчатого домена были обнаружены значи-
тельные расхождения. На основе этих данных 
можно предположить, что N-терминальный β-
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складчатый домен может довольно свободно 
перемещаться по отношению к каталитической 
субъединице. 
2.5. Связывание лиганда с активным 
центром 12/15-LOX кролика приводит к 
конформационным изменениям белковой 
матрицы. В отсутствие лиганда вход в предпо-
лагаемый субстрат-связывающий карман 12/15-
LOX кролика имеет форму воронки и обеспе-
чивает прямой доступ субстрата к каталити-
чески активному железу. 
В случае, когда молекула белка содержит 
лиганд, фермент принимает так называемую 
закрытую конформацию, в которой спираль 2 
смещается приблизительно на 12 Å (рис. 2a) по 
отношению к исходному положению, блокируя 
вход в субстрат-связывающий карман [33]. Этот 
процесс сопровождается конформационными 
изменениями в активном центре, в соответствии 
с которыми спираль 18, ограничивающая дно 
субстрат-связывающего кармана, разворачива-
ется, увеличивая его объем. Подобная транс-
формация является весьма существенной, так 
как α-атомы углерода в Leu597 в обоих кон-
формерах удаляются друг от друга на рассто-
яние 6 Å [33] (рис. 2б). Сравнение пространст-
венных координат спиралей 2 в двух формах 
12/15-LOX кролика с соответствующим струк-
турным элементом 8R-LOX коралла показы-
вает, что два конформера фермента кролика 
представляют собой противоположные предель-
ные структуры, в то время как 8R-LOX – про-
межуточное состояние [33]. Подобные конфор-
мационные изменения маловероятны во многих 
растительных LOX вследствие более компакт-
ной упаковки белка. Так, в случае LOX3 сои 
аминокислотный сегмент между Leu331 и 
Gln341, образующий спираль 4, слегка смещен 
после проникновения лиганда, но отклонение 
не превышает величину в 3 Å. Сравнение струк-
тур 12/15-LOX кролика и 12-LOX лейкоцитов 
свиньи [41] обнаруживает значительную 
схожесть структурных элементов обеих лип-
оксигеназ в области 2-спирали, тогда как у 
Ca
2+
-зависимых 5-LOX человека и 11R-LOX 
[40] аналогичный структурный элемент пред-
ставлен в виде нескольких отдельных сегментов 
[39] (рис. 3). 
 
2.6. Субстрат-связывающий карман LOX 
является гидрофобной полостью с выходом 
на поверхность белка. Липофильный характер 
молекул жирных кислот, природных субстратов 
LOX, предполагает, что субстрат-связывающий 
карман образован преимущественно гидрофоб-
ными аминокислотными остатками. Отсутствие 
данных рентгеноструктурного анализа комплек-
сов LOX с их природными субстратами 
(ПНЖК) создают трудности в изучении меха-
низмов фермент-субстратного связывания. 
Рентгеновские данные, характеризующие ком-
плекс LOX3 сои с продуктом 13(S)-HpODE 
(13(S)-гидроперокси-(9Z,12Z)-октадекадиеновая 
кислота) [27], также не могут быть исполь-
зованы для интерпретации и моделирования 
процессов ферментного связывания с субстра-
том, так как они могут не отражать структуру 
каталитически продуктивного ферментного 
комплекса. 
LOX1 сои содержит две основные полости 
(полость I и II), которые пересекаются друг с 
другом в области негемового железа [21]. Бо-
ковые цепи Arg707 и Val354 разделяют полость 
II, которая зажата между двумя слоями спира-
лей (9, 11 с одной стороны, 2, 6, 18, 21 
с другой), на две подполости IIа и IIb. Полость 
IIa, которая предположительно выполняет роль 
субстрат-связывающего кармана, пересекается 
боковым каналом между аминокислотами 
Ile553 и Trp500, который, как полагают, служит 
каналом транспорта кислорода в активный 
центр (рис. 4). На основании исследований 
LOX1 сои с помощью точечного мутагенеза 
была выдвинута гипотеза, предполагающая 
участие остатка Ile553 в ограничении транс-
порта кислорода [70]. Другие эксперименталь-
ные данные, напротив, свидетельствуют лишь в 
пользу влияния этого остатка на положение и 
конформацию молекулы жирной кислоты в 
активном центре [18]. Роль полости IIa в про-
цессах субстратного связывания до настоящего 
времени остается предметом обсуждений. Для 
проникновения молекулы жирной кислоты 
внутрь активного центра фермента необходима 
переориентация боковых цепей Trp259 и Leu541 
(рис. 4) [22]. Так, для ряда изоформ LOX сои 
(LOX1, LOX3, VLX-B и VLX-D) были обнару-
жены различия в форме и объеме полости IIa 
вследствие разной полярности, размера и хи-
мической природы аминокислотных остатков, 
образующих вход в карман [25]. В то время как 
полость IIa в LOX1 сои является непрерывным 
каналом, аналогичные структурные элементы, 
присутствующие в других изоформах LOX сои, 
имеют барьеры, ограничивающие проникнове-
ние субстрата [25]. 
12/15-LOX кролика является единственным 
природным (не модифицированным генно- 
инженерными методами) ферментом млеко-
питающих, для которого трехмерная структура 
была получена в виде комплекса с ингибитором 
(RS7) [32]. В исходной карте распределения 
электронной плотности несколько структурных 
элементов белка оставались не разрешенными. 
Повторный анализ исходных рентгеновских ко-
ординат [33] позволил выявить наличие смеси 
двух различных конформеров LOX, один из 
которых присутствовал в виде комплекса с 
лигандом, а второй не содержал лиганда. 




Рис. 1. Изображение структур различных липоксигеназ. Изображения получены с помощью 
программы VMD и представлены в единой проекции методом наложения структур. 
 
 
Рис. 2. Сравнение структур 12/15-LOX кролика, свободной от лиганда и содержащей лиганд:  
(а) в результате взаимодействия фермента с лигандом 2-спираль 12/15-LOX кролика (2-А) 
перемещается на 12 Å (2-В); (б) структура субстрат-связывающего кармана, содержащего  
ингибитор RS7. Субстрат-связывающая полость увеличивается в объеме за счет перемещения  
Leu597 на 6 Å в результате взаимодействия фермента с лигандом. Аминокислотные остатки Phe353, 
Ile418 и Ile593 представляют собой триаду детерминант позиционной специфичности фермента [68, 69]. 
 
 
Рис. 3. Сопоставление структуры 2-спирали 12/15-LOX кролика в конформации,  
свободной от лиганда, и соответствующих аналогичных элементов других липоксигеназ  
(12-LOX лейкоцитов свиньи, 5-LOX человека, 8R-LOX Plexaura homomalla  
и 11R-LOX Gersemia fruticosa). 




Рис. 4. Схематическое изображение субстрат-связывающих карманов различных LOX  
и положение ключевых аминокислотных остатков, ограничивающих его полость. Проекция,  
представленная на рисунке, получена наложением структур с использованием программы VMD. 
 
 
Рис. 7. Структуры низкого разрешения 12/15-LOX кролика и 12-LOX тромбоцитов человека  
в растворе. На рисунке представлено сопоставление структур низкого разрешения 12/15-LOX кролика 
(30 Å) и 12-LOX тромбоцитов (16 Å), полученных методом SAXS, со структурой 12/15-LOX в кристалле 
и гомологической моделью 12-LOX тромбоцитов, соответственно. 
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Сопоставление обеих структур свидетель-
ствует о значительной структурной модифи-
кации, которой подвергается фермент в про-
цессе проникновения лиганда в активный центр 
(см. рис. 2). В форме, свободной от лиганда 
(открытая структура), предполагаемая полость 
субстратного кармана имеет форму  воронки с 
выходом на поверхность белка около остатка 
Arg403. В другой форме, содержащей лиганд 
(закрытая структура), субстрат-связывающий 
карман является более глубоким и изогнут за 
счет боковой цепи Leu408 (см. рис. 4). Стенки 
кармана образованы боковыми цепями 23-х 
преимущественно гидрофобных аминокислот-
ных остатков шести различных спиралей (2, 
7, 9, 10, 16 и 18) и петли, соединяющей 
9 и 10. Вход в субстрат-связывающий карман 
в этой конформации оказывается закрытым. 
Кроме того, остаток Leu597 восемнадцатой спи-
рали (18) контролирует глубину полости (рис. 
2б и 4). В форме, свободной от лиганда, боковая 
цепь Leu597 образует дно кармана, ограни-
чивая таким образом его глубину и объем. В 
процессе присоединения лиганда, спираль 18 
перемещается примерно на 6 Å по отношению к 
ее исходному положению, в результате чего 
внутреннее пространство связывающего карма-
на становится свободным для доступа суб-
страта. К сожалению, функциональная роль 
остатков Leu408 и Leu597 в процессе окисления 
жирных кислот не была исследована 
экспериментально.  
Свободная от лиганда 8R-LOX коралла 
содержит две внутренних полости, формиру-
ющие U-образный канал, который позволяет 
обеспечить доступ субстрата к негемовому же-
лезу с противоположных сторон поверхности 
белка (рис. 4). Для образования непрерывного 
канала необходимо изменение положения рота-
мера Leu386 и сдвиг остатка Leu628 [33, 35] при 
одновременном вращении плоскости аромати-
ческого кольца Tyr179. Leu628 в 8R-LOX ко-
раллов, который соответствует Leu597 в 12/15-
LOX кролика, разделяет канал на две смежные 
подполости. Положительно заряженные остатки 
Arg расположены на входе и выходе U-образ-
ного туннеля (Arg183 и Arg429) и могут взаимо-
действовать с карбоксильной группой жирной 
кислоты во время ее проникновения в активный 
центр. Arg429 образует солевой мостик с остат-
ком Glu394, закрывая вход для субстрата с 
одной  стороны. Напротив, противоположный 
вход вблизи Arg183 в соответствии с позицион-
ной специфичностью этой изоформы, скорее 
всего, является функциональным. В то время 
как в кристаллической структуре ни один из 
выходов не является открытым, структурная 
гибкость 12/15-LOX кролика предполагает, что 
отсутствие очевидного «отверстия» не исклю-
чает возможности проникновения жирной кис-
лоты в активный центр. Исследования функцио-
нальной роли остатков Arg183 и Arg429 (8R-
LOX кораллов) с помощью точечного мута-
генеза предоставили бы ценную информацию о 
механизме взаимодействия 8R-LOX кораллов с 
субстратом, однако такие эксперименты не 
были проведены. 
 
2.7. Молекулярный кислород проникает в 
активный центр LOX посредством строго 
контролируемых механизмов. Как и другие 
диоксигеназы, LOX катализируют бимолеку-
лярные реакции, используя атмосферный кисло-
род в качестве субстрата. В течение долго вре-
мени считалось, что кислород может свободно 
диффундировать в молекуле белка. Последние 
данные, однако, указывают на наличие асим-
метричного распределения концентрации этого 
газа в молекуле белка. Так, для LOX 1 сои была 
впервые выдвинута гипотеза о наличии особых 
каналов транспорта кислорода [71–73]. Предпо-
лагаемый субстрат-связывающий карман LOX1 
сои (полость IIa) пересекается с боковым кана-
лом, который граничит с Ile553 и выходит на 
поверхность белка в области Arg203 [22] (рис. 
4). Структурное моделирование комплекса фер-
мент–субстрат показывает, что пространство в 
области  Ile553 может быть занято субстратом – 
линолевой кислотой, в которой в процессе 
ферментативной реакции образуется радикал 
при С13 во время отщепления водорода. Таким 
образом, если бы эта полость выполняла роль 
потенциального канала для диффузии, молеку-
лы кислорода непосредственно направились бы 
из раствора в реакционный сайт каталитичес-
кого домена. При замене Ile553 на более объ-
емный остаток Phe наблюдалось 20-кратное 
уменьшение эффективности окисления субстра-
та [70, 74]. Ile553 LOX сои соответствует 
Val439 8R-LOX коралла [36]. Этот амино-
кислотный остаток расположен в С-концевой 
части «арки», которая ограничивает полость U-
образного субстрат-связывающего канала. Хотя 
участок U-образной полости в области Arg429, 
как предполагалось изначально, играет роль 
альтернативного канала связывания жирной 
кислоты в активном центре, возможность того, 
что он может функционировать одновременно в 
качестве канала для доступа кислорода, не 
исключена. 
Анализ кристаллической структуры 12/15-
LOX кролика показывает, что канал доступа 
кислорода, постулированный для LOX сои, в 
этом ферменте отсутствует. Для возможности 
выявления других потенциальных путей конт-
ролируемой диффузии кислорода была создана 
расчетная трехмерная карта распределения сво-
бодной энергии [74]. Глобальный минимум рас-
пределения энергии (область высокого сродства 
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к кислороду) находится в непосредственной 
близости от С15-атома углерода молекулы ара-
хидоновой кислоты в модели фермент–субст-
ратного комплекса и, таким образом, совпадает 
с областью фермента, где во время катализа ути-
лизируется кислород. Фактически, моделиро-
вание показывает, что степень вероятности на-
хождения кислорода в пределах 4 Å от С15-атома 
молекулы арахидоновой кислоты в 7 раз превы-
шает вероятность его нахождения вблизи С11-
атома. Таким образом, введение кислорода пре-
имущественно в положение С15 согласуется с 
позиционной специфичностью этого фермента.  
Три основных канала, связывающих поверх-
ность белка с областью высокого сродства к 
кислороду, были идентифицированы с примене-
нием моделирования молекулярной динамики 
для свободной от лиганда молекулы фермента 
[75]. Так, первый канал начинается у основания 
субстрат-связывающего кармана, внутренняя 
часть которого соответствует кислородному ка-
налу, предложенному для LOX1 сои. Этот канал 
полностью закрыт в комплексе фермент–суб-
страт. Второй канал совпадает с полостью суб-
страт-связывающего кармана и, как следствие, 
заблокирован на стадии связывания субстрата. 
Третий канал соединяет противоположную сто-
рону молекулы белка с активным центром (см. 
рис. 4). В случае, когда в системе присутствует 
арахидоновая кислота, положение общего ми-
нимума энергии и возможность проникновения 
кислорода через канал 3 остаются неизмен-
ными, что дает основание предполагать, что 
только он является функциональным как в слу-
чае свободного фермента, так и его комплекса с 
субстратом [75]. 
 
2.8. Первичная структура LOX играет 
ключевую роль в реакционной специфичности 
окисления жирных кислот. Реакционная спе-
цифичность LOX по отношению к взаимо-
действию с полиеновыми жирными кислотами 
лежит в основе традиционной номенклатуры 
LOX. Для LOX млекопитающих арахидоновая 
кислота используется в качестве образцового 
субстрата, тогда как LOX растений обычно 
классифицируются согласно их специфичности 
по отношению к линолевой кислоте. Хотя 
молекулярные основы реакционной специфич-
ности различных LOX интенсивно исследо-
вались в прошлом, общие основополагающие 
принципы, объединяющие все липоксигеназы, 
не выявлены до настоящего времени. Поли-
еновые жирные кислоты представляют собой 
гибкие «микромолекулярные» структуры с вы-
сокой степенью конформационной подвижнос-
ти углероводородной цепи. Таким образом, кон-
формацию, которую они принимают в процессе 
связывания с активным центром, предсказать 
трудно. Эксперименты с изомерами синтети-
ческих жирных кислот показывают, что для 
LOX1 сои [76] и 12/15-LOX кролика [77] рас-
стояние, на котором находится бис-аллильная 
метиленовая группа, служащая донором водо-
рода, от метильного конца субстрата, имеет 
большое значение. Основываясь на ранних ис-
следованиях LOX сои, была разработана топо-
логическая модель процесса связывания моле-
кул субстрата (жирной кислоты) с активным 
центром фермента [78], согласно которой 
метильный конец субстрата проникает в гидро-
фобный субстрат-связывающий карман (модель 
«хвостом вперед»). При этом pro-S-атом 
водорода при С13-атоме углерода в молекуле 
ПНЖК находится в непосредственной близости 
от гидроксигруппы, связанной с негемовым 
железом (акцептором водорода). Связывание 
молекулы свободной жирной кислоты с актив-
ным центром фермента контролируется посред-
ством гидрофобного, π-электронного и ионного 
типов взаимодействия (рис. 5).  
Модифицированные субстраты, такие как 
15(S)-HETE (15(S)-гидрокси-5Z,8Z,11Z,14Z-
эйкозатетраеновая кислота) или ее метиловый 
эфир, могут связываться с ферментом в 
противоположной ориентации таким образом, 
что карбоксильная группа ПНЖК проникает в 
субстрат-связывающий карман. Подобная 
ориентация субстрата «головой вперед» 
потребует наличия положительно заряженного 
аминокислотного остатка в гидрофобном 




Рис. 5. Расположение молекулы ПНЖК в активном центре 12/15-LOX  
и движущие силы фермент-субстратного связывания. 
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С другой стороны, полученные рентгено-
структурные данные комплекса LOX3 сои с 
13(S)-HpODE [27] показывают принципиальную 
возможность присоединения субстрата 
«головой вперед», при котором карбоксильная 
группа является лигандом положительно 
заряженного остатка Arg726. В большинстве 
LOX растительного происхождения этот арги-
нин законсервирован, тогда как в ферментах 
млекопитающих на его месте присутствуют 
незаряженные аминокислотные остатки. 
Дополнительные доказательства функцио-
нальной роли Arg726 были получены с 
помощью исследований в области мутагенеза 
13S-LOX огурца [81]. 
Подытоживая результаты исследований, по-
лученные на настоящий день, оба варианта 
субстратного связывания как «хвостом вперед», 
так и «головой вперед» представляются воз-
можными. В случае 13S-LOX огурца, по-ви-
димому, существует равновесие между процес-
сами связывания «хвостом вперед» и «головой 
вперед», которое определяется как природой 
субстрата, так и условиями реакции [82–84]. 
Недавно был предложен альтернативный 
сценарий связывания субстрата с активным 
центром 8R-LOX кораллов. Для этого фермента 
был описан U-образный субстрат-связывающий 
карман, который выходит на поверхность белка 
обоими концами [36] (см. рис. 4). Предполага-
ется, что жирные кислоты могут проникать в 
активный центр «хвостом вперед», путем 
использования одного из этих двух входов. В 
обоих случаях карбоксильная группа остается 
на поверхности белка. К сожалению, экспери-
ментальные данные, подтверждающие функ-
циональность одного или другого входа в 
активный центр этой LOX, отсутствуют. 
2.9. Антароповерхностный характер и 
стереоконтроль липоксигеназной реакции. 
Отщепление атома водорода бис-аллильной ме-
тиленовой группы и введение кислорода в ра-
дикал жирной кислоты представляют собой две 
последовательные стадии катализа LOX (см. 
схему). Эти процессы происходят с противо-
положных сторон плоскости пентадиенового 
радикала, в котором электрон делокализован в 
системе двух двойных связей [5, 85] (рис. 6). 
Подобная антароповерхностная стереохимия 
предполагает, что отщепление водорода и 




Рис. 6. Стереохимия липоксигеназной реакции. Pro-S-водород при C13-атоме углерода субстрата 
находится перед плоскостью пентадиеновой системы. При его отщеплении введение кислорода 
происходит с противоположной стороны либо в [+2]-положении с образованием 15(S)-HpETE,  
либо [-2]-положении, приводя к образованию 11(R)-HpETE (верхняя панель).  
В случае как 15(S)-HpETE, так и 11(R)-HpETE кислород вводится в молекулу субстрата  
с одной и той же стороны. Различия в конфигурации их хиральной группы определяется  
изменением старшинства лигандов при асимметрическом центре. Аналогичным образом  
происходит образование 8(R)- и 12(S)-липоксигеназных продуктов (нижняя панель). 
 
Анализ аминокислотной последователь-
ности LOX с известной реакционной специ-
фичностью указывает на то, что большинство S-
липоксигеназ содержит остаток аланина в 
положении 404 (номенклатура 12/15-LOX 
кролика), тогда как в R-липоксигеназах вместо 
Ala присутствует Gly [3, 86, 87]. Замена Gly428 
в 8R-LOX коралла на Ala с помощью точечного 
мутагенеза приводила к образованию основного 
продукта окисления (12-HpETE) преимущест-
венно в S-конфигурации асимметрического 
центра. Подобные наблюдения были сделаны 
для 12R-LOX человека [86] и мыши [85], однако 
для фермента мыши доля продукта окисления в 
S-конфигурации (8(S)-HpETE) составляла 
только 40% [85]. При использовании обратной 
стратегии (замена Ala416 на Gly) в применении 
к 15S-LOX2 человека, как основной продукт 
реакции была идентифицирована 11(R)-HpETE 
(70%). Частичные изменения в энантио-
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селективности также наблюдались в случае 
введения аналогичной мутации в 8S-LOX мыши 
[86], LOX1 сои [88], LOX Arabidopsis thaliana и 
LOX томатов [89]. На примере 12/15-LOX 
кролика наблюдались лишь частичные изме-
нения в реакционной специфичности. Факти-
чески, главным продуктом окисления арахи-
доновой кислоты мутантом Ala404Gly остава-
лась 15(S)-HpETE, тогда как на 11(R)-HpETE 
приходилось не более 20% от доли общего 
продукта.  
Для объяснения полученных данных была 
предложена механистическая модель [36], пред-
полагающая пространственные затруднения при 
взаимодействии кислорода с радикалом жирной 
кислоты. В случае отщепления pro-S-атома 
водорода при С13-атоме молекулы арахи-
доновой кислоты, антароповерхностный характер 
реакции LOX не допускает введение кислорода 
в 15R- и 11S-положения (рис. 6). Напротив, 
кислород может быть введен либо в 15S-, либо в 
11R-положения, расположенные с противо-
положных сторон молекулы жирной кислоты. 
Боковая цепь Ala в 15S-LOX экранирует 11R-
положение, способствуя тем самым 15S-
окислению. В случае замены Alа на меньший по 
размеру Gly, это препятствие исчезает. К 
сожалению, данная гипотеза не объясняет, 
почему замена Ala на Gly понижает долю 
продуктов 15S-окисления. В качестве возмож-
ного объяснения было выдвинуто предполо-
жение об экранировании кислорода как в 12S-, 
так и в 8R-положениях в зависимости от 
пространственной ориентации боковой цепи 
остатка Leu432 8R-LOX кораллов (рис. 6) [36]. 
В ферменте дикого типа боковая цепь Leu432 
блокирует только 12S-положение. При замене 
Gly428 на Ala, метильная группа Ala сдвигает 
боковую цепь Leu432 таким образом, что 8R-
положение становится затрудненным, при этом 
стерические препятствия для 12S-окисления 
исчезают. Для подтверждения этой гипотезы 
Leu432 8R-LOX коралла замещали как на 
меньший по размеру Ala, так и на более 
объемный Phe [36]. К сожалению, полученные 
мутанты обладали довольно низкой каталити-
ческой активностью, создавая трудности при 
интерпретации полученных результатов. Боко-
вая цепь Leu432 играет важную роль в 
позиционировании молекулы жирной кислоты в 
активном центре, так что практически 
невозможно определить, какой из двух эффек-
тов (расположение жирной кислоты или экра-
нирование кислорода) доминирует. Принци-
пиальная проблема данной рабочей гипотезы 
заключалась в том, что замена Ala на Gly не 
предоставляет дополнительного свободного 
пространства. Фактически, объем Ван-дер-Ва-
альса одной отдельно взятой молекулы кис-
лорода составляет 50 Å
3
, тогда как на одну 
метильную группу (различие между Ala и Gly) 
приходится около 20 Å
3
. Можно также 
предположить, что если Ala препятствует 
доступу кислорода, его замена на Gly обес-
печивает беспрепятственное проникновение 
молекул кислорода в реакционный центр. 
Благодаря наличию структуры высокого раз-
решения 8R-LOX коралла, расчеты внутри-
молекулярного распределения кислорода [72] 
могли бы стать подходящим методом для 
косвенной проверки этой гипотезы. Предпоч-
тение одного положения для введения кис-
лорода перед другим могло бы быть связано с 
пространственным искажением плоской части 
пентадиенового радикала и смещением элект-
ронной плотности в сторону одного опреде-
ленного атома углерода. К сожалению, непо-
средственные экспериментальные данные, сви-
детельствующие в пользу подобной делокали-
зации электронной плотности в процессе LOX-
реакции, отсутствуют.  
Для LOX1 сои, которая окисляет лино-
левую кислоту исключительно с образованием 
13(S)-HpODE, замена Ala542 на Gly приводит к 
образованию приблизительно 40% 9(R)-HpODE. 
Фермент дикого типа и мутант Ala542Gly 
отщепляют один и тот же атом водорода, при 
этом жирная кислота находится в субстрат-
связывающем центре фермента в одной и той 
же ориентации [83]. Так как в обоих случаях 
кислород вводится в молекулу субстрата с 
одной стороны ее плоскости, различие в струк-
туре продуктов является простым результатом 
инверсии перераспределения радикальной плот-
ности со сдвигом [+2] для фермента дикого 
типа и [-2] для мутанта Ala542Gly (рис. 6) и, как 
следствие, изменения приоритетности замести-
телей при асимметрическом атоме углерода, а 
не инверсии ориентации субстрата в активном 
центре. 
 
2.10. Геометрия трех ключевых амино-
кислот определяет позиционную специфич-
ность 12/15-липоксигеназ (концепция триады). 
Для 12/15-LOX концепция триады дает возмож-
ность достаточно простого объяснения их 
реакционной специфичности. Первоначально 
эта гипотеза была предложена для 12/15-LOX 
кролика [68] и предполагает, что полиеновые 
жирные кислоты располагаются в субстрат-
связывающем кармане по принципу «хвостом 
вперед» (рис. 5) и карбоксильной группой 
снаружи в области Arg403. Основание субстрат-
связывающего кармана фермента, содержащего 
лиганд, ограничено триадой аминокислот 
Phe353, Ile418 и Ile593, при этом геометрия их 
боковых цепей определяет положение моле-
кулы жирной кислоты в активном центре. В 
случае, когда аминокислотные остатки в этих 
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положениях имеют небольшие по объему 
боковые цепи, жирная кислота способна прони-
кать глубже в субстрат-связывающий карман, 
при этом отщепление водорода в положении 
С10 является предпочтительным (12-липокси-
геназа). Напротив, если боковые цепи амино-
кислотных остатков триады достаточно объем-
ны, водород отщепляется преимущественно в 
положении С13 (15-липоксигеназное окисле-
ние) (рис. 6).  
Исследования в области направленного 
мутагенеза подтверждают правомерность при-
менения гипотезы триад к 12/15-LOX человека 
[90, 91], 12/15-LOX кролика [90, 69], 12/15-LOX 
обезьяны [92], 12/15-LOX орангутанга [92], 
12/15-LOX мыши [93], 12/15-LOX крысы [94] и 
12/15-LOX свиньи [95]. Вклад в позиционную 
специфичность каждой из компонент триады 
непостоянен и изменяется в зависимости от 
типа фермента. Для человека и орангутанга 
Phe353 и Ile418 (нумерация 12/15-LOX кролика) 
принадлежат к группе детерминант первого 
порядка, так как они оказывают наибольшее 
влияние на процессы позиционирования 
субстрата в активном центре. Их замена на 
аминокислотные остатки с менее объемными 
боковыми группами превращает 15-LOX 
исключительно в 12-липоксигеназу. Для 12/15-
LOX мыши отдельные мутации компонентов 
триады вызывают, напротив, лишь незначи-
тельные изменения позиционной специфич-
ности, при этом одновременное введение 
нескольких мутаций вызывает наибольший 
эффект [92]. Исследования 5-LOX человека 
показали, что одновременное введение 
нескольких мутаций по положению компо-
нентов триады увеличивало долю 15S-
окисления. Так, для комплексного мутанта 
F359W+A424I+N425M+A603I в качестве до-
минирующего продукта окисления была иден-
тифицирована 15(S)-HpETE [96]. Хотя природа 
изменений, происходящих в геометрии актив-
ного центра, неизвестна, полученные данные 
свидетельствуют о том, что 5-LOX может быть 
превращена в 15-липоксигенирующий фермент 
при уменьшении объема субстрат-связываю-
щего кармана [96]. 
Данные исследований в области мутагенеза 
компонентов триад 12R-LOX мыши [85] и 15-
LOX2 человека [92], напротив, не под-
держивают эту концепцию, показывая тем 
самым, что она не отражает свойства LOX 
эпидермального типа. Компьютерная модель 
комплекса LOX1 сои с линолевой кислотой [88] 
предполагает, что метильный конец жирной 
кислоты проникает вглубь субстрат-связы-
вающего кармана, вступая в контакт с Phe557, 
который соответствует второй компоненте 
триады (Met419) фермента кролика и пред-
ставлен в 13-липоксигеназах растительного 
происхождения объемным остатком Phe. 
Напротив, в 9-LOX его место занимает мень-
ший по размерам остаток Val. Исследования в 
области направленного мутагенеза на примере 
13S-LOX огурца подтверждают роль выше-
указанного аминокислотного остатка в позици-
онной специфичности LOX [78, 97]. 
Основываясь на квантово-механических 
расчетах электронной структуры и моделиро-
вании молекулярной динамики, была создана 
улучшенная модель комплекса 12/15-LOX с 
ПНЖК [98, 99]. Результаты расчетов показали 
наличие свободного пространства в активном 
центре фермента, которое обеспечивает вари-
абельность конформации молекул жирной кис-
лоты, в особенности по отношению к поло-
жению системы двойных связей. Согласно этой 
модели, арахидоновая кислота расположена в 
активном центре таким образом, что pro-S-атом 
водорода при С10 локализован ближе к 





pro-S-атом водорода при С13. Хотя в процессе 
окисления арахидоновой кислоты отщепление 
pro-S-водорода от С13 является предпочтитель-
ным, авторы работы предполагают, что это 
происходит вследствие энергетических и стери-
ческих затруднений в положении С10. На 
основе расчетов квантовой и молекулярной 
механики, а также с помощью методов молеку-
лярной динамики для 12/15-LOX кролика было 
показано, что присоединение кислорода в 
положении [+2] (при С13-атоме углерода 
линолевой кислоты) имеет более низкий 
энергетический барьер, чем в положении [-2] 
(при С7) благодаря стерическим затруднениям, 
создаваемым остатками Leu597 и Glu548.  
 
2.11. Реакционная специфичность 15-
LOX2 человека и ее ортолога (8S-LOX мыши) 
не может быть объяснена концепцией 
триады. Несмотря на тот факт, что 15-LOX2 
человека и 8S-LOX мыши обладают различной 
позиционной специфичностью, они являются 
ферментами-ортологами с высокой степенью 
идентичности аминокислотной последователь-
ности (78%). Два аминокислотных остатка, 
Asp602 и Val603 в 15-LOX2 человека (Tyr603 и 
His604 в 8S-LOX мыши) были идентифици-
рованы как основные детерминанты, определя-
ющие позиционную специфичность этих 
ферментов [100]. Напротив, мутации амино-
кислот, входящих в триаду, оказывают незначи-
тельное влияние на реакционную особенность 
изоформ LOX эпидермального типа [92]. 
Различия между 15-LOX2 человека и 8S-LOX 
мыши можно объяснить, если предположить 
противоположную ориентацию субстрата в 
активном центре [82, 100]. 15-LOX2 человека 
связывает арахидоновую кислоту по принципу 
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«хвостом вперед», при этом водород отщеп-
ляется от С13-атома углерода, что в условиях 
[+2]-радикальной перегруппировки приводит к 
введению кислорода в положение С15 (рис. 6). 
Напротив, 8S-LOX мыши связывает арахидо-
новую кислоту «головой вперед», при этом 
отщепление водорода происходит при С10-
атоме и сопровождается [-2]-радикальной 
перегруппировкой с присоединением кислорода 
в положении С8. Остаток His604, который 
расположен в области основания субстрат-
связывающего кармана, обеспечивает взаимо-
действие с карбоксильной группой жирной 
кислоты и необходим для обратной ориентации 
субстрата [100, 104]. 
 
2.12. Реакционная специфичность изо-
форм LOX зависит от экспериментальных 
условий. Изменение pH буфера, выбранного для 
проведения ферментативной реакции, оказывает 
сильное влияние на позиционную специфич-
ность LOX растений [82, 101, 102]. Несмотря на 
то, что колебания величины pH часто 
происходят in vivo, об их влиянии на 
специфичность LOX животных на физиоло-
гическом уровне известно не так много. 
Исследование зависимости профиля продуктов 
окисления ПНЖК рядом LOX позвоночных от 
значения рН показало его относительную 
стабильность в диапазоне рН, близком к 
физиологическому [83]. Структурные измене-
ния в результате точечного мутагенеза, а также 
изменения концентрации субстрата, наоборот, 
могут вызывать pH-зависимость специфичности 
ферментативной реакции некоторых изоформ 
LOX. Так, для мутанта Val603His 15-LOX2 
человека 8S-липоксигенирование является 
доминирующим (65%) при pH < 7, тогда как 
15(S)-HpETE образуется, главным образом, при 
рН ≥ 8. Аналогичным образом, структура 
продуктов 8S-LOX мыши дикого типа не 
изменяется в близком физиологическом диапа-
зоне значений рН, тогда как замена His604 на 
Phe вызывает рН-зависимое изменение позици-
онной специфичности. Эти вместе взятые 
данные свидетельствуют о том, что специ-
фичность LOX определяется условиями среды 
протекания ферментативной реакции, однако с 
биологической точки зрения роль этого явления 
остается неизученной. 
 
2.13. Аллостерический характер LOX. 
Относительно недавно возможность аллосте-
рической регуляции ферментативной актив-
ности в присутствии АТФ и ионов Са
2+ 
была 
показана для 5-LOX человека [103]. Иссле-
дования в области кинетики окисления синте-
тических сульфатов жирных кислот 12/15-LOX 
человека также показывают возможность алло-
стерической регуляции активности этой группы 
ферментов [104], при которой активатор не 
является лигандом активного центра фермента. 
Присутствие эндогенных ферментативных про-
дуктов липоксигеназного окисления линолевой 
(ЛК) и арахидоновой кислот (АК), 12-НрЕТЕ 
и/или 13-НрODE, также влияют на каталити-
ческую эффективность процесса окисления АК 
(kcat/KM) в случае как 15-LOX1, так и 15-LOX2 
человека, увеличивая не только каталитическую 
эффективность окисления арахидоновой кис-
лоты по сравнению с линолевой кислотой 
[(kcat/KM) AК/(kcat/KM) ЛК], но и сродство к 
кислороду 15-LOX1 при окислении арахидо-
новой кислоты [105, 106]. Напротив, в случае 
окисления линолевой кислоты сродство фер-
мента к кислороду понижается [105]. Таким 
образом, в клеточной системе, где присутст-
вуют обе жирные кислоты, присутствие алло-
стерических эффекторов может изменять субст-
ратную специфичность фермента в сторону 
окисления арахидоновой кислоты. Интересно 
отметить, что присутствие как 15-НЕТЕ, так и 
13-HODE не влияет на каталитическую актив-
ность LOX1 сои [107]. Присутствие ингиби-
торов окисления ПНЖК, таких как сульфаты 
олеиновой и пальмитиновой кислот, не только 
понижает каталитическую активность LOX1, но 
и изменяет специфичность фермента по 
отношению к арахидоновой кислоте. Эти дан-
ные показывают, что как 15-LOX1, так и LOX1 
сои подвергаются аллостерическому контролю, 
однако молекулярный механизм этого процесса 
до настоящего времени недостаточно изучен. 
Также остается неизвестным нахождение центра 
связывания с аллостерическим регулятором и 
природа структурных изменений в молекуле 
фермента, происходящих в присутствии лиганда.  
 
2.14. Структура LOX в растворе. Данные 
исследований структур 12/15-LOX кролика [67] 
и LOX1 сои [65] методом малоуглового 
рассеивания рентгеновских лучей (SAXS) 
свидетельствуют о том, что оба этих фермента в 
условиях низкой концентрации белка находятся 
в растворе, главным образом, в виде гидра-
тированных мономеров (<1 мг/мл) с присут-
ствием незначительной доли димерной фрак-
ции. Эти данные подтверждаются результатами 
электрофореза в неденатурирующих условиях, 
гель-фильтрации и масс-спектрометрии. При 
более высоких концентрациях белка, которые 
выходят далеко за рамки физиологических 
условий, для фермента кролика наблюдается 
необратимая агрегация. В присутствии лиганда 
активного центра (активатора) – 13(S)-HPODE – 
равновесие мономер–димер сдвигается в сто-
рону димера [108], что, по-видимому, лежит в 
основе аллостерической регуляции 12/15-LOX 
кролика. 
Структура низкого разрешения, полученная 
для 12-LOX тромбоцитов человека методом 
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SAXS, показывает, что этот фермент может 
присутствовать в водном растворе в виде 
димера и обладает тенденцией к агрегации в 
крупные олигомеры [109]. Детальное исследо-
вание механизмов олигомеризации свидетель-
ствует о том, что этот процесс происходит за 
счет образования межмолекулярых дисульфид-
ных связей, неустойчивых в восстанавли-
вающем окружении. Напротив, димеры 12-LOX 
тромбоцитов человека стабильны в восстанав-
ливающей среде, что исключает потенциальное 
участие дисульфидных связей в процессе 
олигомеризации [109]. Масс-спектрометричес-
кий анализ фермента в водном растворе 
позволяет обнаружить белок с молекулярной 
массой в 77 кДа, что характерно для моно-
мерной фракции фермента (рис. 7). Подобное 
противоречие между данными SAXS и масс-
спектрометрии свидетельствуют в пользу обра-
зования нековалентных димерных комплексов, 
неустойчивых в условиях анализа. 5-LOX 
человека, напротив, может образовывать 
димеры и/или более крупные олигомеры по-
средством образования межмолекулярных ди-
сульфидных мостиков с участием остатков 
Cys159, Cys300, Cys416 и Cys418. При этом 
сайты связывания с АТФ находятся в не-
посредственной близости от поверхности меж-
доменного контакта [110]. 
 
3. Эволюция LOX 
3.1. Гены, кодирующие последователь-
ность липоксигеназ, обнаружены в эукари-
отах и бактериях, но не найдены в археях. 
LOX обнаружены в растениях [11, 111], жи-
вотных [1, 92], включая ряд морских орга-
низмов [112, 113]. Недавно изоформы LOX 
были также обнаружены в различных прока-
риотах [114–116]. Для получения более под-
робной информации об эволюции LOX был 
проведен поиск специфичных для LOX по-
следовательностей ДНК с использованием баз 
данных GenBank, Refseq, Uniprot, Ensembl на 
предмет наличия гомологии. Семейство LOX 
является структурно гетерогенной группой в 
силу того, что последовательности как ДНК, так 
и белка известных на сегодняшний день 
изоформ LOX не содержат отличительных 
признаков, характерных для всех LOX одно-
временно. В качестве ключевого элемента по-
иска были использованы фрагменты ДНК, ко-
дирующие непосредственные лиганды железа и 
их ближайшее окружение. Результаты про-
веденного поиска сгруппированы по доменам 
клеточных форм жизни (рис. 8). Последо-
вательности LOX были найдены как у эука-
риотов, так и у прокариотов. В археях, на-
против, липоксигеназы не были обнаружены, 
что неудивительно, принимая во внимание 
исключительную среду их обитания. Для 
большинства архей субстрат LOX – молеку-
лярный кислород – является токсичным.  
В процессе эволюционного развития LOX 
появились у ряда прокариотов (цианобактерии 
и протеобактерии), в простейших одноклето-
чных организмах (красные и зеленые морские 
водоросли), амебе (Dictyostelium discoideum), 
грибах, растениях (мхах и цветущих растениях) 
и животных (рис. 8). У животных последова-
тельности LOX встречаются во множестве 
видов, начиная с пластинчатых Trichoplax 
adhaerens до приматов, включая кораллы, 
клеща, желудевого червя, рыб, лягушек, лету-
чую мышь, ежа, мышь, дельфина, слона, 
обезьяну и человека. 
Многие виды, содержащие LOX, служат в 
качестве «модельных организмов», характери-
зующих определенные стадии развития эука-
риотов. Volvox carteri является одним из древ-
них многоклеточных организмов, который су-
ществует до настоящего времени; Trichoplax 
adhaerens представляет собой одного из самых 
простых эуметазоев (лат. Eumetazoa), родствен-
ных книдариям (лат. Cnidaria) [117]. Другими 
«модельными организмами», содержащими 
последовательности LOX, являются амеба 
Dictyostelium discoideum (образцовая модель 
исследования дифференцировки клеток, хемо-
таксиса и апоптоза), асцидия Ciona intestinalis 
(считается ближайшим к человеку беспозво-
ночным и содержит около 80% генов человека), 
ланцетник Branchiostoma floridae (наиболее 
тесно связан с первыми позвоночными), а также 
рыба фугу Tetraodon nigro-viridis (имеет самый 
малый из известных геном позвоночных, 340 
миллионов пар оснований). Danio rerio, часто 
используемый в исследованиях развития позво-
ночных и изучении функции генов, содержит 
несколько последовательностей LOX, некото-
рые из которых классифицированы как 12- и 5-
LOX. В геноме других модельных организмов, 
таких как как Sacharomyces cerevisiae, Caenorhabditis 
elegans и Drosophila melanogaster последователь-
ности LOX не было обнаружено.  
 
3.2. Существует ли общий прототип 
LOX? За исключением цианобактерии  
Acarzochloris marina, у которой было обна-
ружено 5 различных последовательностей, 
кодирующих LOX, одноклеточные организмы 




Рис. 8. Наличие липоксигеназной последовательности в ДНК живых организмов. 
 
содержат, главным образом, одну или две LOX. 
Напротив, у мыши найдено 7 функциональных 
генов LOX, при этом наличие сплайсинговых 
вариантов увеличивает общее число экспресси-
руемых LOX. Arabidopsis thaliana, который 
используется как «модельный организм» 
высших растений, содержит 6 генов LOX [118]. 
У некоторых растений найдено более чем 15 
различных последовательностей ДНК, кодиру-
ющих LOX. Сравнение последовательностей 
ДНК данных видов предполагает, что некото-
рые из них могли возникнуть в процессе эволю-
ции вследствие дупликации генов [119, 120]. 
Вопрос о существовании древнего предшест-
венника LOX и то, какая из обнаруженных на 
сегодняшний день изоформ является наиболее 
тесно связанной с этой гипотетической формой, 
остается не выясненным.  
Присутствие LOX в бактериях породило 
различного рода дискуссии о возможности 
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горизонтального переноса генов [114]. Хотя 
многие из одноклеточных организмов являются 
патогенами или симбионтами и, таким образом, 
входят в тесный контакт с растениями и жи-
вотными, количество и гетерогенность изоформ 
LOX в низших организмах свидетельствует о 
том, что горизонтальный перенос генов, воз-
можно, является не единственным объяснением 
присутствия LOX у прокариотов. Наиболее 
вероятно, что как у прокариотов, так и эука-
риотов LOX эволюционировали исходя из об-
щего древнего предшественника.  
Цианобактерии являются одной из самых 
древних форм жизни на Земле. Они, как пола-
гают, ответственны за преобразование древней 
атмосферы Земли в окислительную среду благо-
даря их способности осуществлять фотосинтез 
и высвобождать молекулярный кислород. LOX 
встречается в цианобактериях разного порядка 
[47, 48, 115, 122–124], что указывает на ранние 
стадии образования этих ферментов в процессе 
эволюции. Таким образом, вполне возможно, 
что экспрессия первых генов LOX наблюдалась 
у цианобактерий. Согласно эндосимбиотичес-
кой теории, цианобактерии происходят от 
хлоропластов [125, 126]. В условиях переноса 
пластидных генов в ядерный геном [127–131] 
LOX могли зародиться в растениях, так как 
изоформы LOX из современных растений 
локализуются в пластидной последовательности 
митохондриального генома. Недавно были 
найдены LOX и в других пластидах, включая 
хромопласты зрелых томатов [132]. 
Еще одним аспектом более поздней эво-
люции LOX является предположение о том, что 
только 12/15-LOX гоминидов (человек, шим-
панзе, орангутанг или горилла) является разно-
видностью «истинной 15-LOX». Хотя позици-
онная специфичность LOX шимпанзе и гориллы 
не исследована экспериментально, сравнитель-
ный анализ последовательности белка в области 
компонент триады предполагает окисление ара-
хидоновой кислоты по 15-му положению. 
Напротив, у других млекопитающих, таких как 
Macaca mulatta, свинья, мышь и крыса наблю-
дается экспрессия группы изоформ 12/15-LOX 
[92, 133–136], для которых окисление субстрата 
по 12-му положению является предпочтительным. 
Единственным исключением из этого правила 
является кролик, у которого обнаружены гены, 
кодирующие как 12-, так и 15-LOX [137]. Имеет 
ли этот сдвиг в сторону 15-липоксигеназного 
окисления арахидоновой кислоты в процессе 
эволюции LOX млекопитающих какое-либо 
функциональное значeние, еще предстоит 
изучить. 
 
3.3. Биологическая роль изоформ LOX. 
Биологическая функция LOX млекопитающих 
была исследована методом нокаута соответ-
ствующих генов. Мыши, у которых удален ген 
12/15-LOX [138], ген 5-LOX [139] или ген 12-
LOX тромбоцитарного типа [140], являются 
жизнеспособными и нормально развиваются. 
Подобное наблюдается и при двойном нокауте 
генов 12/15-LOX+5-LOX [141]. В растениях 
LOX вовлечены в многочисленные процессы, 
включая биосинтез фитогормонов [142], про-
растание семян [143], старение листьев [144, 
145] и развитие аромата [146, 147]. Однако, 
остается неясным, почему определенные пред-
ставители растений экспрессируют различные 
изоформы LOX.  
В низших организмах биологическая роль 
LOX подробно не изучалась. В кораллах Plexa-
ura homomalla этот фермент участвует в про-
цессах биосинтеза простагландинов [147], кото-
рые составляют 2-3% от сухого веса организма. 
К сожалению, биологическая роль производных 
простагландинов в физиологии кораллов до сих 
пор не ясна. При поражении цианобактерий 
ультразвуком наблюдается сдвиг в сторону 
увеличения образования эндогенных продуктов 
LOX [121]. В других низших организмах изо-
формы LOX могут играть важную роль в за-
щитных механизмах клетки, таких как реакции 
на стресс, процессах дифференцировки и 
созревания. 
 
4. Будущее и перспективы развития 
исследований в области структурной 
биологии LOX 
За последние 20 лет были получены рент-
геноструктурные данные для целого ряда LOX 
животного и растительного происхождения 
(таблица). Эти данные представляют собой ос-
нову для моделирования трехмерных структур 
менее изученных LOX, подобно тому, как это 
было сделано для 5-LOX картофеля [149]. Ис-
пользование данного подхода представляет со-
бой большую опасность, так как моделиро-
вание, основанное лишь на сходстве амино-
кислотной последовательности белка, может 
привести к получению ложных выводов о 
конструктивных деталях и функциональных 
особенностях в условиях отсутствия функцио-
нальных данных. 
Отличительной чертой в области исследо-
ваний структурной биологии последних обнару-
женных LOX явился повторный анализ рентге-
новских координат, полученных в 1997 году для 
комплекса 12/15-LOX кролика с ингибитором 
[39]. Его результаты отчетливо демонстрируют, 
что LOX являются динамическими структу-
рами, которые подвергаются конформационным 
изменениям в процессе взаимодействия с ли-
гандом. Подобные структурные пертурбации 
довольно внушительны, так как происходят не 
только в области субстрат-связывающего  
кармана, но и на поверхности белка. Так, в 
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релаксированной структуре компоненты триады 
не являются частью субстрат-связывающего 
кармана из-за помех со стороны остатка Leu597. 
Напротив, в закрытой структуре, содержащей 
лиганд, Leu597 смещен так, что открывает дно 
кармана для проникновения жирной кислоты в 
активный центр таким образом, что ее «хвост» 
может вступать в контакт с компонентами 
триады [68, 69]. Подобный динамичный харак-
тер фермента кролика подтверждается данными 
малоуглового рассеивания рентгеновских лучей 
и динамической флуоресценции, однако остает-
ся неясным, проявляют ли другие изоформы 
LOX подобную степень структурной гибкости. 
Для решения этих вопросов необходимо изуче-
ние динамики структурных изменений других 
изоформ LOX. 
Другим открытым вопросом структурной 
биологии LOX является биологическая роль N-
терминального β-складчатого домена. Мута-
генез и ограниченный протеолиз показали, что 
этот домен участвует в мембранном связывании 
и регулировании ферментативной активности. 
Хотя каталитический домен LOX является 
структурно устойчивой единицей в составе 
молекулы белка, не исключено, что усечение N-
терминального домена приводит к изменениям 
в каталитическом домене [150, 151]. 
Биологическая роль изоформ LOX в выс-
ших растениях и животных являлась темой мно-
гочисленных дискуссий в течение последних 
десятилетий. Использование нокаута гена LOX 
значительно продвинуло исследования в этом 
направлении. Несмотря на этот прогресс, ос-
тается множество нерешенных вопросов, свя-
занных с биологической ролью ряда изоформ 
LOX. Фактически, за исключением редких слу-
чаев, не ясно, реализуется ли генетическая 
информация, обнаруженная на уровне последо-
вательности ДНК, в виде функционального 
фермента.
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Lipoxygenases (LOX) form a heterogeneous family of lipid peroxidizing enzymes, which have been implicated in 
the synthesis of inflammatory mediators. The involvement of LOX isoenzymes in regulation of physiological 
homeostasis and pathogenesis of various diseases with major health and political relevance made them potential 
targets for pharmacological intervention. Although the first plant lipoxygenase (soybean LOX1) was discovered 
more than 60 years ago, the structural aspects of these enzymes were not studied until the mid 1990s. For the 
time being the crystal structures of various lipoxygenase-isoforms have been reported, and X-ray coordinates for 
numerous enzyme-ligand complexes are also available. This review focuses on recent developments in molecular 
enzymology of LOX and summarizes our current knowledge on the structural basis of LOX catalysis. Hypotheses 
explaining the reaction specificity of different isoforms as well as evolutionary aspects are reviewed and 
discussed. As the review is mainly intended to cover thematic priorities, which have not been reviewed in the 
past, a detailed discussion of the biological function of LOX goes beyond the scope of this review. 
Keywords: lipoxygenase, structure, catalysis, polyunsaturated fatty acids, oxygenation. 
